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Mediatori chimici nelle comunicazioni inter ed intra-specifiche di
molluschi opistobranchi del Mediterraneo

Chemical mediators in inter and intra-specific communications of
Mediterranean opistobranchs molluscs

Guido VILLANI *

RIASSUNTO

Nel presente lavoro di tesi vengono selezionati alcuni dei pil significativi resultati di studi effettuati negli
anni '80 presso [lstituto per la Chimica di Molecole di Interesse Biologico del C.N.R. Arco Felice (Napoli)
per razionalizzare, su basi chimiche, i comportamenti di defesa e alcune relazioni mutualistiche di
molluschi opistobranchi del Mediterraneo.

La caratterizzazione chimica dei metaboliti secondari & stata di grande aiuto per accertare rapporti di
predazione tra opistobranchi e rispettive prede.

Attraverso Pisolamento e la caratterizzazione di alcuni allomoni di defesa & stato accertare, sovente,
un'origine dietarica, talvolta, una biosintesi de novo dallo stesso organismo.

Sono stati, altresi, individuati feromoni di allarme emessi da opistobranchi dell'ordine Cephalaspidea
al fine di preservare la specie.

SUMMARY

This thesis reports some selected researches on the defensive behaviour and mutual relatioships of
some Mediterranean opistobranchs molluscs which were developed on chemical basis at the Istituto
per la Chimica di Molecole di Interesse Biologico of the C.N.R. Arco Felice (Naples) during the last ten
years.

Through the study of opistobranch secondary metabolites it was possible to characterize the
interactions between these molluscs and their preys.

Through the isolation and characterization of some defensive allomones it was possible to identify their
origin, either frorh diet or de novo biosynthetized.

Alarm pheromones secreted by Cephalaspidea opistobranchs in order to preserve the species have
also been isolated.

PAROLE CHIAVE: Molluschi, Opistobranchi, Ecologia Chimica, Mar Mediterranco.
KEY WORDS: Mollusca, Opistobranchia, Chemical Ecology, Mediterranean Sea.

INTRODUZIONE

Nell’ambito dei molluschi gasteropodi la sot- Allo stato adulto, la quasi totalita di questi
toclasse Opistobranchia (fig. 1) (SABELLI, SAVELLI ~ organismi appartiene al benton vagile, ad ecce-
E BEpULLL, 1990) & costituita da oltre 6000 specie  zione di Phylliroe bucephala, che vive col piede
viventi nei mari e negli oceani di tutto il mondo.  adeso all’idroide Zanclea costata di cui € paras-

*Consiglio Nazionale delle Ricerche, Istituto per la Chimica di Molecole di Interesse Biologico, via Toiano, 6; 80072; Arco
Felice; Napoli.
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sita (BARLETTA, 1976), e di poche altre forme
(Fiona, Glaucus ) che sono planctoniche.

La maggioranza degli opistobranchi predilige
acque relativamente basse o di profondita ridotta.
In ogni caso la sottoclasse ¢ ben rappresentata
lungo tutti i piani compresi tra il mediolitorale ed
il batiale.

Senza soffermarsi ad approfondire i tratti
dell’origine polifiletica della sottoclasse opisto-
branchia, 1’aspetto evolutivo senza dubbio pitt no-
tevole ¢ il motivo per cui diversi gasteropodi,
ognuno per proprio conto e secondo una propria
via, abbia deciso di abbandonare il ben collaudato
sistema difensivo conchiglia / opercolo per affi-
darsi a nuove forme alternative di difesa basate su
concetti assolutamente differenti.

Si assiste, infatti, nei molluschi appartenenti
a questa sottoclasse, ad una graduale riduzione
evolutiva del nicchio che scompare del tutto
nell’ordine nudibranchia.

Naturalmente la perdita della conchiglia, uni-

tamente alla relativa detorsione secondaria delle
viscere e dei gangli neurali e 1’assunzione di una
simmetria bilaterale, conducono ad un aumento
della mobilita in quanto il mollusco puo utilizzare
per il movimento non piu soltanto un piede rela-
tivamente piccolo, bensi I’intero corpo.

Un aumento delle possibilita motorie compor-
ta un’espansione della nicchia ecologica della
singola specie principalmente attraverso un pitt
facile accesso alle fonti di cibo, con la naturale
conseguenza del passaggio da una dieta vegeta-
riana ad una dieta carnivora che per pari quantita
fornisce al sistema biologico la maggiore energia
di cui abbisogna.

Dalle accresciute capacita motorie deriva,
ancora, la capacita di sfuggire con maggiore faci-
lita all’azione di tutti quei predatori tipo i crosta-
cei che solitamente attaccano tutto cio che si
muove.

D’altra parte una relazione piu intima con
I’ambiente esterno non pit mediata attraverso un

Classe Gasteropoda
Sottoclasse Opistobranchia
Ordini Superfamiglia Famiglia
Bulloidea Bullidae
Haminoidea Haminoeidae
Philinoidea Aglajidae
Cephalaspidea Akeridae
Cylichnidae
Saccoglossa Oxynoidea Oxynoidae
Notaspidea Umbraculoidea Umbraculidae
Anaspidea Aplysiidae
Nudibranchia Eudoridoidea Dorididae
Chromodorididae
Discodorididae
Porodoridoidea Dendrodorididae
Polyceroidea Phyllidiidae
Dendronotoidea Tethydae
Euacolidoidea Flabellinidae
Metarminoidea Zephyrinidae

Fig. 1- Classificazione degli Opistobranchi trattati nel presente lavoro (iratta da Sabelli, Savelli e

Bedulli, 1990)
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guscio protettivo come la conchiglia ha reso
necessaria 1’elaborazione di strategie difensive
attive ed alternative atte a garantire la conserva-
zione della specie (BARLETTA, 1976; THOMPSON,
1960; Epmuns, 1966).

I meccanismi di difesa di questi molluschi
possono essere ricondotti a tre tipi fondamentali:

a) comportamentali
b) morfologici
¢) chimici

La difesa primaria di un opistobranco consiste
nell’evitare di essere individuato da potenziali
predatori. Cid viene realizzato attraverso abitudi-
ni reclusive: molti nudibranchi vivono in zone
poco illuminate (sciafilismo) oppure sotto le roc-
ce (Es. Cyerce cristallina) mentre quasi tutti i
rappresentanti della Famiglia Bullidae, Hami-
noeidae ed Aglajidae vivono nascosti sotto il se-
dimento durante il giorno per poi fuoriuscirne
nelle ore notturne (Aglaja, Bulla, Haminoea, etc.).

Quelli che non si nascondono presentano
sovente un mimetismo di tipo criptico conseguen-
te alla forma ed alla colorazione dell’animale che
si confonde con quella dell’ambiente circostante
(Es. Doris verrucosa) (Foto n°l) oppure presenta
un tipo di colorazione smembrante (Ros, 1976)
che non consente di visualizzare i contorni del
corpo (Es. Discodoris atromaculata) (Foto n°4).

Molti opistobranchi non sono criptici € non
tentano di nascondersi e quando un predatore
riesce a localizzarli entrano in azione varie difese
secondarie. Molti di questi molluschi, infatti,
sono in grado di spostarsi piu velocemente
nuotando per vari minuti (Es. Aplysia, Akera,
Tethys, etc.) (Foto n°8); alcuni opistobranchi
compiono dei movimenti che sono stati interpre-
tati come “ difesa aggressiva ” per spaventare cioé
il predatore.

Se questo viene infine a contatto con il mollus-
co possono essere adoperate altre difese. Molti
nudibranchi che si cibano prevalentemente di
poriferi, presentano 1’epidermide rinforzata da
spicole che ne rendono problematico il cibarsene.

Altri nudibranchi e saccoglossa, invece, fanno
ricorso all’ autotomia rilasciando spontaneamen-
te al predatore orlature del proprio mantello (alcu-
ni discodoridacea) oppure alcune appendici (CE-

RATA) che si trovano sul mantello stesso (Ma-
drella aurantiaca, Tetftys fimbria, Janolus cristatus,
Cyerce cristallina, etc. ) (Foto n®) e che vengono
successivamente rigenerati.

1 cerata, una volta separatisi dal mollusco,
rimangono a contrarsi per alcuni minuti, disto-
gliendo cosi I’attenzione del predatore.

Singolare ¢ il sistema di difesa elaborato da
alcuni nudibranchi della Superfamiglia Euaeoli-
doiea che utilizzano le nematocisti prelevate
dall’ectoderma dei celenterati di cui si nutrono.
Negli Euaeolidoiea i cerata dorsali sono provvisti
di espansioni connesse direttamente allo stomaco
ed & per questa via che le nematocisti ingerite, re-
sistenti all’azione dei succhi gastrici del mollus-
co, raggiungono i cerata e vengono incapsulate
alle loro estremita strettamente fissate tra le cellu-
le epiteliali in una cavita aperta verso l’esterno
con un poro, chiamata “cnidosacco”.

Questo meccanismo di difesa con cui le specie
di un phylum utilizzano la parte funzionale del
corpo di specie di un altro phylum completamen-
te diverso ¢ un fenomeno unico in natura.

Molti nudibranchi non sono criptici ¢ non
ricorrono alle difese sopramenzionate ; presenta-
no invece vistose colorazioni spesso nettamente
contrastanti con 1’ambiente in cui vivono che li
rendono particolarmente visibili.

Infine, alcuni molluschi utilizzano una terza
categoria di difesa organica, quella chimica, se-
cernendo (THompsoN, 1976) composti organici,
che 1i rendono non appetibili ai potenziali preda-
tori.

Molto spesso, inolire, I’animale evidenzia la
propria repellenza o tossicita attraverso i cosid-
detti “colori ammonitori”.

Per queste caratteristiche peculiari gli opisto-
branchi rappresentano degli straordinari modelli
per studi biologici dei comportamenti su basi bio-
chimiche.

A partire dal 1975, anno in cui ¢ stata riportata
in letteratura (BURRESON, CRISTOPHERSEN E SCHEUER,
1975) la caratterizzazione chimica dell’allomone
di difesa del mollusco nudibranco Phyllidia vari-
cosa, numerosi gruppi di ricerca hanno condotto
studi miranti alla caratterizzazione su basi chimi-
che dei meccanismi di difesa dei molluschi
opistobranchi. Tutti i lavori sugli opistobranchi
sono stati recesenti nei "chemical reports" di
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FAULKNER (8). Le implicazioni evolutive della
perdita della conchiglia sono state passate in ras-
segna da FAuLKNER E GHISELIN (1983). Una rasseg-
na completa delle ricerche connesse all’ecologia
dei molluschi nudibranchi ¢ stata recentemente
redatta da Karuso (1987).

L’unico gruppo di ricerca europeo attivo nel
settore opera presso I'Istituto per la Chimica di
Molecole di Interesse Biologico di Arco Felice e
nell’ambito di questa attivita sono stati svolti gli
studi oggetto di questo lavoro. Le ricerche piu
significative sono riportate en CIMINO E SODANO,
1989; CiMiNo ET AL, 1982, 1985b, 1986b.

Va sottolineato che i dati presentati, come ¢
possibile dedurre dalle referenze riportate in bi-
bliografia, sono frutto di studi iniziati nel 1980 e
gia oggetto di varie pubblicazioni in cui il candi-
dato & coautore oppure & citato nei ringraziamen-
ti per I'assistenza tecnica in laboratorio e per la
raccolta del materiale biologico.

NOTE ECOLOGICHE

Ancora oggi risultano spesso lacunose le
conoscenze sull’ecologia degli opistobranchi e
questo per svariati motivi:

a) linteresse per questi molluschi non &
sollecitato da spinte economiche;

b) le difficolta legate all’osservazione in
ambiente ed al mantenimento in acquario sono
notevoli;

¢) risulta problematica la conservazione
degli esemplari che spesso perdono la colorazio-
ne, che ¢ un dato pur determinante, in molti casi,
ai fini classificativi;

d) risultano assai scarsi ed inadeguati i dati
bionomici relativi alle singole specie;

¢) non possono essere utilizzati i tradizio-
nali sistemi di raccolta usati per altri organismi
bentonici (draghe, benne, reti, etc.), a causa della
loro delicatezza.

Questa serie di difficolta ha reso imposto la
raccolta diretta e lo studio di questi animali realiz-
zata da un subacqueo malacologo.

Senza dubbio la difficolta maggiore che si
inconfra immergendosi per raccogliere questi
molluschi ¢ quella di conoscerne preventivamen-
te 1 probabili habitat; questo perché gli opisto-
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branchi, salvo pochissime specie (Es. Discodoris
atromaculata, Hypselodoris webbi, Phyllidia fla-
va) non caratterizzano le biocenosi in cui vivono
in quanto il rapporto bionomico con esse ¢ deter-
minato esclusivamente dal grado di specializza-
zione del proprio regime alimentare. C’¢ da con-
siderare, infatti, che il substrato su cui abitual-
mente vivono puo talvolta rappresentare anche il
loro stesso nutrimento.

Va osservato che i rapporti di predazione ri-
portati in letteratura derivano generalmente da
osservazioni di campo che, comunque, potrebbe-
ro rilevare soltanto situazioni occasionali.

Ci0 ha reso necessaria una importante fase
preliminare di studio del mollusco nell’habitat
naturale, con particolare attenzione per i rapporti
con potenziali prede e predatori e, quindi, cercan-
do di caratterizzare chimicamente i metaboliti
secondari biologicamente attivi e, quando possi-
bile, di comprenderne il meccanismo d’azione.

Con questo lavoro si ¢ voluto apportare un
contributo alle conoscenze dell’ecologia chimica
di alcuni opistobranchi mediterranei, ponendo
particolare attenzione alle strategie che questi
animali, apparentemente indifesi, sono riusciti a
realizzare per garantire la sopravvivenza a se
stessi ed alla propria specie (BARLETTA, 1976;
Troowmpson, 1960; Epmuns, 1966).

MATERIALI E METODI

Materiale biologico
La maggior parte degli opistobranchi ¢ stata
raccolta dal candidato nei vari siti di campiona-
mento riportati nella Fig. 2 (a e b) mediante im-
mersione con autorespiratore ad aria. Solo alcune
specie della Famiglia Cylichnidae provengono da
dragaggi effettuati da pescherecci.

Solventi organici

Nell’ordinario lavoro di estrazione e successi-
va purificazione sono stati utilizzati i seguenti
solventi organici: etere etilico, etere di petrolio,
acetone, n-butanolo, metanolo, cloroformio (rea-
genti puri RP).

Materiale cromatografico
Lastre cromatografiche di silice con indicato-
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re di fluorescenza (Merck F254), analitiche (0.2
mm), semipreparative (0.5 mm) e preparative
(2mm). Colonne a cielo aperto di vari diametri
caricate con polvere di silice per cromatografia
(Merck Kieselgel 60; 0.063-0.200 mm) e sotto
pressione (LiChroprep Si. 60, 25-40 mic.m).

Strumentazione

Gas cromatografo, Carlo Erba mod. Fractovap
2900.

Cromatografo HPLC - Waters.

Cromatografo liquido sotto pressione - Mini-
prep Joben Yvon.

Spettometro di risonanza magnetica nucleare
(NMR) Bruker WM 500.

Spettrometro di masa Kratos MS 50.

Spettrofotometro infrarosso Perkin Elmer 257.

Spettrofotometro ultravioletto Varian DMS
90.

Polarimetro Perkin Elmer 141.

Saggi biologici
Sulla base delle attivita biologiche riscontrate,
alcuni degli allomoni di difesa isolati da mollus-
chi opistobranchi possono essere cosi classifica-
ti:
a) ittiotossine
b) sostanze repellenti per i predatori (allo-
moni di difesa)
c) feromoni d’allarme

N

o=

Fig. 2a- Siti di campionamento nel Golfo di Napoli

1) Lago Fusaro.

2) Torregaveta.

3) Is. di Procida - Carbonchio.

4) Capo Miseno.

5) Intemo della laguna di Miseno.
6) Pta. di Pennata - Miseno.

7) Baia.
8) Pozzuoli - Porto.
9) Is. di Nisida.

10) Torre Annunziata - Porto.
11) Castellammare di Stabia - Porto.
12) Sorrento - Marina Grande.
13) Massalubrense - Cala Mitigliano.
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Al fine di verificare I’attivita biologica dei
metaboliti isolati sono stati essenzialmente utiliz-
zati due saggi. I saggi di ittiotossicita sono stati
effettuati secondo la procedura di CoLL ET AL.
(1982) con le modifiche di GUNTHORPE E CAMERON
(1987). Sono stati utilizzati piccoli pesci d’acqua
dolce della specie Gambusia affinis (Baird e Gi-
rard), pescati nel lago d’Averno e tenuti in acqua-
rio.

In pratica vengono trasferiti 6 esemplari di
Gambusia affinis, di peso variante fra 0,1 € 0,3 g,
in un beaker da 200 ml contenente 70 ml di acqua
distillata a cui viene aggiunta la sostanza da sag-
giare, sciolta in 0,5 ml di acetone, in quantita tale
da realizzare la concentrazione desiderata in acqua.

Le sostanze sono state saggiate a concentra-
zioni di 10, 1, e 0,1 pg/ml (ppm) evitando di
prendere in considerazione concentrazioni supe-
riori in quanto le sostanze in esame sono presenti

in piccolo ammontare nei molluschi opistobran-
chi e che quando vengono secrete nell’ambiente
circostante raggiungono concentrazioni apprez-
zabili solo nell’tmmediata prossimita del mollus-
CO Stesso.

Contemporaneamente all’esperimento veni-
vano effettuati due controlli, contenenti rispetti-
vamente sei pesci in 70 ml di acqua distillata e sei
pesci in 70 ml di acqua distillata con I’aggiunta di
0,5 ml di acetone.

I seguenti 5 criteri di comportamento veniva-
no osservati a tempi definiti (22 minuti, 45
minuti, 1,5 ore, 3 ore, 6 ore, 12 ore e 24 ore).

1) Localizzazione del pesce (supetficie,
mezz’acqua, fondo);

2) Orientazione (normale, ruotata lateral-
mente, ruotata verticalmente o entrambe);

3) Movimento (nessuno, ipoattivo, nor-
male, iperattivo);

N

®
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Fig. 2b- Siti di campionamento nel Golfo di Taranto

14) Mar Grande - Secca della Tarantola.
15) Mar Grande - Arenile di Praia a Mare.
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4) Attivita della pinna caudale (nessuna,
ipoattiva, normale, iperattiva);
5) Mortalita.
La tossicita del composto in esame alla con-
centrazione considerata viene definita come se-
gue:

Mortalita Tossicita
= 6/6 nei primi 90 minuti  molto tossico (MT)
> 5/6 nelle prime 12 ore tossico (T)
> 4/6 nelle 24 ore pericoloso ™M)
< 3/6 nelle 24 ore non tossico  (NT)

Utilizzando questo test GUNTHORPE E CAMERON
(1987) hanno potuto verificare che 18 estratti pro-
venienti da 21 specie di nudibranchi dorididae
Australiani da essi esaminati possedevano ittio-
tossine.

Per verificare le proprieta di repellenza al
gusto (antifeedant) sono stati invece utilizzati i
comunissimi pesci d’acqua dolce della specie
Carassius auratus oppure ’altrettanto comune
pesce marino Chromis chromis. In questo saggio
(CiMINO ET AL., 1982) ai pesci veniva somministra-
to 50 mg di scaglie di Tetra-min, il comune
mangime per pesci, pari a circa 16,4 cm? di super-
fice, preventivamente trattati con una soluzione
del composto purificato di concentrazione nota e
si ¢ osservato se il pesce accetta o rifiuta il cibo
offertogli.

Per quanto concerne 1 saggi sull’attivita biolo-
gica mostrata dai metaboliti secondari isolati da
molluschi opistobranchi ¢’¢ da osservare che una
limitazione alla loro validita ¢ dovuta al fatto che
per gli esperimenti di tossicita o di repellenza
vengono utilizzate specie ittiche che non sono
correlate all’habitat di ciascun mollusco, mentre
un approccio pit rigoroso dovrebbe prevedere
I’utilizzazione di predatori realmente presenti
nell’habitat del mollusco indagato, in quanto
verosimilmente & da questi che il mollusco si deve
difendere. Le difficolta nel realizzare quest’ulti-
ma metodica d’indagine sono facilmente intuibi-
1i.

Pertanto, pur con la dovuta cautela, i risultati
dei saggi con Gambusia affinis e Carassius aura-
fus sono generalmente accettati come fortemen-
te indicativi della possibile attivita esplicata dalle
sostanze per la difesa dei molluschi in questione.

Il lavoro sperimentale puo essere ricondotto a
quattro fasi essenziali:

a) estrazione e frazionamento dei metabo-
liti secondari;
b) isolamento dei singoli metaboliti;
¢) studio strutturale;
d) determinazione dell’attivitd biologica.
Come riassunto nella Tav. n°1 la fase “a” porta
all’ottenimento di tre frazioni contenenti metabo-

TAVOLA N° 1

mollusco

(in toto oppure sezioni dello stesso)

residu

1) acetone
2) allontanamento del solvente sottovuoto

0 acquoso

a) etere etilico

frazione idrosolubile

n-butanolo

frazione liposolubile )
(molecole apolari: grassi, steroli,
steroidi, terpeni, etc.)

frazione butanolica

(molecole polari:

steroli poliossidrilati,

purine, metaboliti azotati, efc.)

frazione acquosa
(molecole (
peptidi, zuccheri, etc.)

tamente polari:
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liti caratterizzati da un diverso grado di polarita.
Infatti nella frazione liposolubile derivante
dall’estrazione con etere etilico si rinvengono
molecole apolari (Es. : grassi, steroidi, steroli,
terpeni, etc.), nella frazione butanolica si rinven-
gono invece molecole piu polari (Es.: steroli po-
liossidrilati, purine, composti azotati, etc.), men-
tre nella restante frazione acquosa si rinvengono
molecole altamente polari (Es.: peptidi, zuccheri,
etc.).

I singoli estratti cosi ottenuti vengono quindi
frazionati mediante ’uso esteso di tutte le tecni-
che cromatografiche menzionate in precedenza.
Infine i dettagli strutturali dei singoli metaboliti
vengono delucidati grazie al considerevole con-
tributo delle tecniche spettroscopiche .

Sezionamento dei molluschi

Solo nei casi in cui I’animale ¢ troppo piccolo
per essere sezionato, si ¢ proceduto all’estrazione
in toto del mollusco con I'uso di ultrasuoni, otte-
nendo un primo estratto acetonico del mantello.
Quando I’animale ¢ sufficientemente grande, si
procede alla separazione della ghiandola digesti-
va e di altri organi interni dal mantello, proceden-
do cosi ad estrazioni differenziate. Talvolta ven-
gono sezionati anche i rinofori ( appendici presen-
ti in coppia sulla regione cefalica ed avente fun-
zione prevalentemente olfattiva), il ciuffo bran-
chiale e altre strutture presenti talvolta sul mante-
llo.

RISULTATI E DISCUSSIONE

ordine Nudibranchia
superfamiglia Eudoridoidea
famiglia Dorididae
specie Doris verrucosa

Questo nudibranco utilizza diverse strategie
difensive contemporaneamente. Infatti Doris
verrucosa ¢ mimetizzato perfettamente nel suo
habitat (Foto n°1) ed inoltre il suo mantello & piut-
tosto consistente.

Sempre sul mantello sono presenti due mole-
cole tossiche,denominate verrucosina-A -1- ¢ B
-2- (GUSTAFSON ED ANDERSEN, 1985).

Si tratta di 1,2 e 1,3 diacilgliceroli caratterizza-
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ti dalla presenza in posizione 1 del residuo acilico
di un acido diterpenoidico che presenta uno sche-
letro carbonioso triciclico senza precedenti in
natura.

La verrucosina-B ¢ una delle ittiotossine pit
potenti isolate da molluschi opistobranchi nel n.s.
Istituto: infatti, nei saggi con Gambusia affinis
risulta molto tossica alla concentrazione di 0,1
ppm, mentre la verrucosina-A presenta la stessa
attivita a 1 ppm.

Per quanto concerne 1’origine delle verrucosi-
ne i dati sono apparentemente in contrasto. Infatti,
esperimenti di biosintesi con acido mevalonico
marcato hanno registrato una buona incorpora-
zione nei A% steroli di questa specie, mentre nelle
verrucosine, purificate con cura dopo I’incuba-
zione, sono stati recuperati bassi livelli di radioat-
tivita che dovrebbero escludere una biosintesi de
novo di questi metaboliti.

Contemporaneamente, anche un’origine die-
tarica delle verrucosine sarebbe da escludere, in
quanto gli stessi composti sono stati rinvenuti in
esemplari provenienti sia dall’ltalia che dalla
Spagna, inoltre la preda abituale della D. verruco-
sa, identificata attraverso I’analisi delle spicole
rinvenute negli escrementi, & la spugna Hymenia-
cidon sanguinea, che non contiene verrucosine.

In precedenza dal nudibranco Archidoris
montereyensis della Colombia britannica, sono
stati isolati diacilgliceroli correlati strutturalmen-
te alle verrucosine ed in questa specie & stato
dimostrato, mediante esperimenti d’incorpora-
zione con acido mevalonico, che I’animale & in
grado di biosintetizzare i suoi gliceridi.

Sempre dalla D. verrucosa ¢ stato isolato suc-
cessivamente un nuovo composto denominato
xilosil-MTA -3-, un analogo del 5"-deossi-5"-
metiltioadenosina -4- che ¢ un composto a distri-
buzione ubiquitaria.

Tale composto ¢ molto abbondante nelle ova-
ture, dove peraltro sono assenti le verrucosine, ed
¢ concentrato prevalentemente nella ghiandola
ermafrodita, dove & presente in concentrazione
doppia rispetto alle restanti parti dell’animale.

Inoltre & stato constatato che la xilosil-MTA
non interferisce con il catabolismo della MTA e
con il suo potere regolatorio sulla biosintesi delle
poliammine, dato che non ¢ in grado di inibire la
MTA-fosforilasi e neppure la spermidina e la
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spermina-sintetasi.

Attraverso esperimenti di biosintesi con 3'-
H,Me-“C-MTA ¢ stato dimostrato che in D.
verrucosa  la xilosil-MTA deriva dalla isome-
rizzazione al C-3' di MTA endogena e che pro-
babilmente I’intera via biosintetica implica una
fase di ossido - riduzione al C-3', considerando
che il protone 3' della MTA viene perso duran-
te la biosintesi.

Ancora non ¢ noto il ruolo biologico della
xilosil-MTA in D. verrucosa, in ogni modo &
ipotizzabile un ruolo nello sviluppo delle ovature.

¥Nudibranchia

ordine r
superfamiglia-Eudoridoidea
famiglia Chromodorididae
specie Hypselodoris webbi

Hypselodoris villafranca
Chromodoris luteorosea

Il nudibranco Hypselodoris webbi (=Glosso-
doris valenciennesi ) & un mollusco di discrete di-
mensioni (c.a. 8-12 cm di lunghezza) che vive a
media profondita di preferenza su substrato roc-

OCOCH;3
OH

cioso di tipo precoralligeno.

Esso presenta una colorazione vistosa e
se molestato secerne un fluido bianco (Foto n°2)
che contiene una discreta quantita del furanoses-
quiterpene longifolina -5- gia noto come metabo-
lita minore della spugna Pleraplysilla spinifera
(CtviNo Er AL., 1975, 1980Db).

Questo composto ha, con ogni probabilita,
origine dietarica, anche se ¢ improbabile che la
spugna sia la preda di H. webbi.

Infatti nella P. spinifera sono presenti altri
sesquiterpeni che non sono stati rinvenuti in H.
webbi.

La longifolina presenta proprieta sia ittiotossi-
che che antifeedant. Nei saggi di tossicita uccide
i Gambusia affinis in 90 min. alla concentrazio-
ne di 10 ppm, mentre, nei saggi antifeedant, i Ca-
rassius auratus restituscono violentemente le
scaglie di cibo trattate con longifolina alla con-
centrazione di 30 g per cm?’

Recenti studi anatomici (GARrcia-GOMEz,
MebiNA E CoveNnas, 1988) hanno evidenziato la
presenza, sul mantello di varie specie del genere
Hypselodoris, di formazioni sferiche nel derma
(MDF’s) senza aperture all’esterno.

Queste formazioni presentano un diametro di
c.a. 1 mm e sono ubicate strategicamente intorno
ai rinofori ed alle branchie che sono organi delica-
ti e di vitale importanza per il mollusco.

Proprio nelle MDF’s (Garcfa-GomEz, CiMINO
E MEpiNA, 1990) & stata rivelata, mediante uno
spettro protonico NMR in CDCI, dell’estratto
delle MDF’s di H. webbi, la presenza di una
grande concentrazione di longifolina purissima.

Nel corso di questi studi ¢ stato osservato,
nello stesso habitat coralligeno di H. webbi, un
esemplare del piccolo nudibranco Hypselodoris
villafranca su un piccolo pezzo di spugna nel cui
estratto etereo ¢ stata rinvenuta una grande quan-
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tita di longifolina. Questo porifero ¢ stato clasifi-
cato da D. Rosel presso il CEAB di Blanes in
Spagna come una varietd di Dysidea fragilis e
potrebbe essere la preda (Cvmvo E Sobano, 1989)
anche di H. webbi.

Hypselodoris webbi ha in definitiva elabora-
to una strategia difensiva estremamente efticace
in quanto, se molestato, tiene lontano il predato-
re con la longifolina presente nel muco; ma se il
predatore morde il mantello in prossimita delle
branchie o dei rinofori le MDF’s esplodono libe-
rando una grande quantita di longifolina.

Il piccolo nudibranco (15 mm di lunghezza
max.) Chromodoris luteorosea (Foto n°3) vive
anch’esso in ambiente precoralligeno e lo si in-
contra preferenzialmente in acque superficiali in
baie di moda calma e ben illuminate.

Questa specie presenta una vistosa colorazio-
ne a pois gialli contornati di bianco su un fondo
rosa fucsia con il bordo del mantello interamente
contornato di giallo sul lato esterno ed in bianco

all’interno.

E’ evidente la funzione aposematica della livrea
del mollusco; infatti da C. luteorosea (CMINO ET
AL., 1990b) sono stati isolati quattro diterpeni it-
tiotossici -6-, -7-, -8-, -9- strettamente correlati a
metaboliti gia noti isolati precedentemente da
poriferi.

La luteorosina -6- ¢ risultata molto tossica nei
saggi con G. affinis alla concentrazione di 10 ppm
e presenta un singolare scheletro carbonioso che
potrebbe derivare da un precursore spongianico
attraverso un intermedio ciclopropanico.

Il composto -7- ¢ I'epimero in C-12 dell’aply-
sillina, un metabolita isolato in precedenza dal
porifero Aplysilla rosea (KAzLAUSKAS, MURPHY E
WELLs, 1979). 1l composto -9- ¢ noto come mac-
farlandina-A ed ¢ stato recentemente isolato dal
nudibranco congenere del Pacifico Chromodoris
macfarlandi.

Recenti studi anatomici condotti su C. luteoro-
sea (GARCIA-GOMEZ, MEDINA E CoVENAS, 1988)
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1 —Doris verrucosa sulla sua ovatura
2 —Secrezione mucosa dell' Hypselodoris webbi
3 — Chromodoris luteorosea
4 — Peltodoris atromaculata su Petrosia ficiformis
5 —Secrezione mucosa di Phyllidia pulitzeri
6 — Dendrodoris grandiflora
7 — Tethys fimbria indisturbata
8 — Tethys fimbria mentre danza
9 — Tethys fimbria mentre rilascia i cerata

10 —Janolus cristatus

11 — Flabellina affinis su Eudendrium sp.

12 — Bursatella leachii

13 — Umbraculum mediterraneum

14-15 — Haminoea navicula in colonna

16 — Oxynoe olivacea su Caulerpa prolifera

17 —Secrezione mucosa in Oxynoe olivacea

18 — Autotomia in Oxynoe olivacea
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hanno chiarito che queste ittiotossine sono loca-
lizzate esclusivamente nel bordo giallo del man-
tello, mentre i pois gialli presenti sul mantello
sono sprovvisti di tossine e quindi hanno sempli-
cemente una funzione ammonitrice nei riguardi
dei potenziali predatori.

C’¢ da evidenziare inoltre che altri composti
correlati strettamente a quelli isolati da C. luteo-
rosea sono stati rinvenuti anche in altri nudibran-
chi del genere Chromodoris.

Infine il pattern metabolico risultante dai dati
cromatografici ricavati da esemplari di C. luteo-
rosea provenienti da vari siti sia delle coste italia-
ne che iberiche ha ulteriormente comprovato che
i nudibranchi di questa specie, e con molte proba-
bilita la grande maggioranza delle specie afferenti
al genere Chromodoris, sono perfettamente in
grado di colonizzare habitat simili indipendente-
mente dalle aree geografiche.

ordine Nudibranchia
superfamiglia Eudoridoidea

famiglia Discodorididae

specie Discodoris atromaculata

Un’associazione ben documentata ¢ quella tra
il nudibranco Discodoris atromaculata (=Pelto-
doris atromaculata) ed il porifero Petrosia fici-
formis (Foto n°4) che ¢ stata scelta come mode-
llo nei nostri primi studi.

In questo caso ¢ stata preventivamente accer-
tata la specificita di questa associazione mutualis-
tica verificando, mediante esperimenti condotti
presso la Stazione Zoologica utilizzando una
apposita vasca ad Y, che il nudibranco & in grado
di localizzare da lontano la spugna Petrosia fici-
formis (CASTIELLO ET AL.,1979).

Infatti D. atromaculata si allontana dalla vas-
ca di partenza, orientandosi correttamente al bi-
vio, solo quando nel ramo prescelto ¢ presente P.
ficiformis, mentre nessun movimento viene os-
servato in assenza della spugna o in presenza di
spugne appartenenti a specie diverse da P. ficifor-
mis.

E’ stato possibile accertare, mediante 1’analisi
comparativa dei pattern dei metaboliti secondari
del nudibranco e della spugna, che D. atromaculata
ha un rapporto di predazione esclusivo sulla spugna

/ colesterolo

L I

(minuti) 15

P. ficiformis.

Infatti, I’analisi dei profili gas cromatrografi-
ci rivela un pattern steroidico praticamente iden-
tico per i due invertebrati, con I'unica differenza
della rilevante presenza, tra gli steroli del nudi-
branco, di colesterolo che non dovrebbe avere
un’origine dietarica.

Inoltre, in entrambi gli organismi, ¢ presente la
stessa serie di insoliti composti poliacetilenici
-10- caratterizzati da un’eccezionalmente lunga
catena alchilica come, ad esempio, quella riporta-
ta contenente ben 46 atomi di carbonio (CASTIELLO
ET AL., 1980; CiMINO £T AL., 1981, 1985a, 1989).

Va notato che questi composti sono assenti nel
mantello e nella secrezione mucosa di D. atroma-
culata, ed & pertanto molto improbabile che ques-
ti composti abbiano un ruolo nella difesa di questo
mollusco che, peraltro, nel suo habitat appare
efficacemente protetto da una cripsi di tipo smem-
brante (Ros, 1976) e che presenta una discreta
consistenza dovuta alla considerevole presenza di
spicole nel mantello.

Data la peculiarieta di questi metaboliti ¢
possibile escludere che la loro presenza in orga-
nismi appartenenti a Phyla diversi possa essere
casuale e, quindi, questi composti devono essere
considerati “marker” chimici.
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ordine Nudibranchia
superfamiglia Polyceroidea

famiglia Phyllidiidae

specie Phyllidia flava
Phyllidia flava (=P. pulitzeri ) € una specie

piuttosto rara nel Mar Tirreno e sensibilmente pitl
frequente nello Ionio. Queso mollusco vive esclu-
sivamente su substrato solido in ambiente coralli-
geno a profondita varianti da -20 a -70 m dove
sono particolarmente numerose le due specie dei
poriferi del genere Axinella di cui si nutre.

Infatti, dalla ghiandola digestiva, dal mantello
e dalla secrezione mucosa (Foto n°5) rilasciata da
P. flava se molestata, sono stati isolati una com-
plessa miscela di sesquiterpeni contenenti gruppi
isonitrilici ed isotiocianici, gia isolati in prece-
denza (CAFEREI ET AL., 1973) dalla spugna Axine-
lla cannabina e rinvenuti anche in Acanthella
acuta, che sono le due specie di poriferi su cui si
rinviene P. flava.

Il composto pitt abbondante -11- di questa
miscela € ’axisonitrile-1 (HAGADONE, BURRESON E
SCHEUER, 1979) e sia la miscela totale che 1’axiso-
nitrile-1 risultano tossici alla concentrazione di 8

NC
11
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Va riportato che sesquiterpeni isonitrilici ittio-
tossici, derivanti anch’essi da un rapporto dietari-
€O CcOon spugne, sono stati rinvenuti in numerose
altre specie (Karuso, 1987) appartenenti alla fa-
miglia Phyllidiidae presenti nelle acque del Paci-
fico e dell’Atlantico.

In definitiva, quindi, P. flava utilizza per di-
fendersi dai probabili predatori una miscela di
composti biologicamente attivi e derivanti dal
rapporto di predazione su Axinella cannabina ed
Acanthella acuta, spugne che, tra I’altro, presen-
tano la medesima colorazione del mollusco.

ordine Nudibranchia
superfamiglia Porodorididea
famiglia Dendrodorididae
specie Dendrodoris limbata

Dendrodoris grandiflora

Questi due rappresentanti del sottordine Dori-
dina sono piuttosto frequenti nel Golfo di Napoli
ed ¢ possibile reperirli in acque superficiali (fra -
2 e - 40 m ) sia su substrato solido che sul fondo
a detrito grossolano con impianti di praterie di
Posidonia oceanica. Si tratta di due specie di
discrete dimensioni (fra 5 ¢ 9 cm) molto simili tra
loro per morfologia e dimensioni che differiscono
solo per la colorazione del mantello che & verde
scuro con il contorno del mantello orlato di giallo
in Dendrodoris limbata, mentre Dendrodoris
grandiflora (Foto n°6) presenta numerosissime
macchie nere e grigie su un fondo bianco.

In letteratura € riportato (Ros, 1976; THomp-
soN, 1960) che i nudibranchi del sottordine Dori-
dina sono aiutati nella lotta per la sopravvivenza
dal loro “gusto cattivo” che li rende inappetibili.

Procedendo all’analisi dei metaboliti presenti
sul mantello, che costituisce la parte del mollus-
co maggiormente esposta, in queste due specie &
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stato isolato il poligodiale -12-, una dialdeide gia
nota perché rinvenuta in precedenza in piante
africane del genere Warburgia ed erano state
messe in evidenza (Nakanisi E Kupo, 1977) le
proprieta di inibizione dell’alimentazione da parte
di questa sostanza su alcuni insetti. Il poligodiale,
che ¢ anche fortemente piccante per il gusto
dell’'uomo, & stato isolato per la prima volta dal
mantello di D. limbata (CiMINO ET AL., 1985b),
successivamente, unitamente al sesquiterpene ad
esso correlato noto come olepupuane -13-, in
alcuni nudibranchi della superfamiglia Porodori-
doidea rinvenuti nel Pacifico (OKUDA ET AL., 1983)
ed infine in D. grandiflora ed in questa specie ¢
presente insieme con il 68B-acetoxyolepupuane -
14- (CviNO ET AL., 1985b).

Nel mantello di D. limbata il poligodiale &
presente alla concentrazione di c.a. 4 mg per
animale, mentre dalla ghiandola digestiva & stata
isolata una miscela di esteri con vari residui acilici
-15-.

Moilto attivo € risultato il poligodiale nei saggi
antifeedant; infatti le scaglie di cibo trattate con
una concentrazione minima di 30 g per cm? della
sostanza venivano ingerite dai Carassiused
immediatamente rigettati. Reazioni analoghe sono
state osservate per 1’olepupuane (OKUDA ET AL.,
1983) e per il 6B-acetoxyolepupuane (CMINO ET
AL., 1985b).

Anche nei saggi di ittiotossicita il poligodiale
si € rivelato molto attivo nei confrontt dei Gambu-
sia affinis alla concentrazione di 1 ppm.

Attraverso esperimenti di biosintesi € stato
possibile dimostrare per la prima volta che un
nudibranco, D. limbata per I’appunto, ¢ in grado
di sintetizzare (CMINO ET AL., 1983) de novo il
proprio allomone di difesa; successivamente
un’analogo esperimento & stato condotto su D.
grandiflora (CvmNo ET AL., 1985b) ed anche per
questa specie & stata dimostrata 1’abilita di
biosintetizzare de novo il poligodiale.

Inaspettatamente ¢ stato osservato che il poli-
godiale & molto tossico per la stessa D. limbata
quando viene injettato nell’epatopancreas del
nudibranco. La tossicita del poligodiale ¢ dovuta
alla sua elevata reattivita verso le ammine prima-
rie (DTIscHia, ProTA E Sobano, 1982); questa reat-
tivita & responsabile dell’effetto anoressico osser-
vato negli insetti (CAPRIOLL ET AL., 1987) e del

gusto piccante (CiMINO, SODANO E SPINELLA, 1987a)
riscontrato nell’'uomo sia per il poligodiale che
per le dialdeidi correlate.

Questa serie di osservazioni hanno portato ad
escludere la presenza del poligodiale nel nudi-
branco in forma libera, perché causerebbe eviden-
temente degli effetti dannosi per lo stesso mollus-
co, e percio si ¢ ricercata la presenza di una forma
protetta della dialdeide.

Recentemente, infatti, ¢ stata evidenziata la
presenza sia in D. grandiflora che in D. limbata
dell’olepupuane -13- che non era stato evidenzia-
to in precedenza a causa della rapida conversione
in poligodiale durante le fasi d’isolamento e puri-
ficazione. L’olepupuane, immagazzinabile senza
danni per il mollusco, pud essere rapidamente
trasformato in poligodiale quando 1’animale ¢
molestato. Questa straordinaria strategia di difesa
¢ stata definitivamente confermata da recenti
esperimenti. Al fine di evitare qualsiasi manipo-
lazione dovuta alla fase di estrazione, si € proce-
duto all’estrazione diretta di un esemplare di D.
limbata con CD, (AviLA ET AL., 1989) e dell’es-
tratto cosi ottenuto ¢ stato fatto uno spettro proto-
nico NMR che ha evidenziato I’assenza dei seg-
nali propri del poligodiale, mentre sono apparsi
chiaramente i segnali dell’olepupuane -13-
unitamente con quelli del suo 6-acetoxy derivato
-14-.

Al fine di stabilire i siti specifici di accumulo
nel nudibranco di questi terpenoidi a scheletro
drimanico isolati, si ¢ proceduto ad un’accurata
dissezione delle varie parti anatomiche di un
esemplare di D. limbata. L’analisi chimica ha
mostrato che 1’olepupuane (AviLA T AL., 1989) ¢
presente solo lungo il bordo del mantello, mentre
esclusivamente nelle branchie € stato rinvenuto il
nuovo composto -16-. Nella ghiandola ermafro-
dita e nelle ovature sono assenti altri composti,
mentre ¢ stato invece rinvenuto 'estere -15-.

In definitiva pare che in questi nudibranchi sia
presente una via metabolica principale che con-
duce alla sintesi di composti stutturalmente corre-
lati ma aventi funzioni biologiche differenziate.
Pitl dettagliatamente, attraverso la via dell’acido
mevalonico, vengono biosintetizzati de novo gli
esteri a scheletro drimanico strettamente correlati
-15-, -16- che sono localizzati rispettivamente
nella ghiandola ermafrodita e nelle branchie del
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nudibranco. Quest’ultimo composto puo essere
considerato come il precursore dell’allomone di
difesa, I’olepupuane.

ordine Nudibranchia
superfamiglia Dendronotoidea
famiglia Tethydae

specie Tethys fimbria

Tethys fimbria & il pil grande nudibranco
presente nell’area mediterranea (lunghezza max
c.a. 20 cm) e vive parzialmente nascosto sotto il
sedimento oppure strisciando sui fondi fangosi
ed a sabbie fini (Foto n°7) a profondita variabili
fra-7e- 80 m.

Questa specie presenta sul dorso del mantello
18 vistose appendici disposte in due file simmetri-
che di 9 per lato ( cerata dorsali ) con I’apice rosso;
se molestato I’animale si stacca dal fondo ed
inizia a nuotare (Foto n°8) con ritmici spostamenti
a destra ed a sinistra dell’ampio lembo del mante-

72

Ho che sovrasta anteriormente il piede, facendo
bella mostra dei cerata che sono, tra 1’altro, I’uni-
ca parte colorata del mollusco.

Se si sente in pericolo 7. fimbria, nuotando,
provoca spontaneamente 1’autotomia di una o piu
cerata (Foto n°9) distogliendo in tal modo 1’atten-
zione del predatore ed allontanandosi. 1 cerata
vengono rigenerati in circa tre settimane.

L’analisi dei metaboliti estratti dal mantello e
dai cerata di 7. fimbria ha rivelato la presenza per
la prima volta in natura di una varieta di prosta-
glandine-1,15-lattone, una delle quali -17- era
stata ottenuta precedentemente per via sintetica
(BunDY ET AL., 1983).

In particolare i metaboliti principali sono stati
caratterizzati (CIMINO, SPINELLA E SODANO, 1989a)
come PGE,-1,15-lattone, PGE.-1,15-lattone -18-
ed il suo acetato -19-. Quest’ultimo veniva tras-
formato in PGA -1,15-lattone -20- nel corso della
purificazione cromatografica.

La concentrazione di prostaglandina lattone in
ogni animale ¢ di c.a. 1,5 mg, maggiormente
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concentrata nei cerata.

Considerando I’ampio spettro di attivita biolo-
giche mostrato dalle prostaglandine, questa ubi-
cazione nel mollusco suggerisce che questi com-
posti potrebbero essere implicati nel meccanismo
di autotomia dei cerata.

Per verificare I’origine biosintetica dei lattoni,
¢ stata iniettata PGE, marcata con trizio nel
mantello di 7. fimbria, constatando una buona
incorporazione di radioattivita nella PGE,-1,15-
lattone. Questo dato mostra che 7. fimbria ¢€ in
grado di trasformare la prostaglandina nel lattone
corrispondente.

ordine Nudibranchia
superfamiglia Metarminoidea
famiglia Zephyrinidae
specie Janolus cristatus

Janolus cristatus € un nudibranco di medie
dimensioni ( fra 2,5 e 8 cm di lunghezza ) che vive
fra le praterie di Posidonia oceanica e sui fondi
rocciosi da pochi cm di profondita fino a 50 m c.a.
quasi sempre in associazione con briozoi del
genere Bugula .

Questa specie presenta sul dorso del mantello
una nutrita serie di cerata claviformi con I’apice
bianco (Foto n°10) che vengono prontamente ri-
lasciati per autotomia dal mollusco quando viene
molestato e successivamente rigenerati.

Dalla frazione butanolica dell’estratto di J.
cristatus ¢ stato isolato un insolito tripeptide -21-
che ¢ stato denominato janulosimide.

La peculiareta di questo tripeptide ¢ do-

vuta alla presenza, accanto alla N-metil-L-
alanina, di due componenti inusuali.

Lo janulosimide (Sobano E SPINELLA, 1986) ¢
risultato tossico per i topi (LD, 5 mg/Kg.; i.p.); a
concentrazioni minori la sua azione neurotossica
€& contrastata dall’atropina indicando che lo janu-
losimide agisce sui recettori per 1’acetilcolina.

Nonostante la comprovata elevata neurotossi-
cita’ lo janulosimide non & risultato attivo sia nei
saggi di ittiotossicita con Gambusia affinis che
nei saggi antifeedant con Carassius auratus ; cio
induce ad escludere un ruolo di questo inusuale
tripeptide come allomone di difesa in J. cristatus
che utilizza, per proteggersi dai predatori, l'auto-
tomia dei cerata presenti sul mantello.

ordine Nudibranchia
superfamiglia Euaeolidoidea
famiglia Flabellinidae
specie Flabellina affinis

Flabellina affinis ¢ un nudibranco di medie
dimensioni (fra 2 e 4 cm) molto comune e diffuso
in tutto il Mediterraneo dove ¢ possibile reperirlo
su fondi rocciosi in associazione con celenterati

o
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idrozoi del genere Eudendrium (Foto n°11) da
pocht cm di profondita fino a c.a. -40 m.

A conferma della specificita dell’associazione
mutualistica fra questo nudibranco e gli idroidi
del genere Eudendrium ¢ stata isolata, in entram-
bi questi invertebrati, la stessa miscela di steroidi
poliossidrilati, dei quali il pit abbondante -22- &
stato caratterizzato (CIMINO ET AL., 1980a).

Non ¢ ipotizzabile un ruolo di questi metabo-
liti nelle strategie difensive di F. affinis che, come
tutti gli altri nudibranchi della superfamiglia
Euaeolidoidea, deve le sue proprieta di difesa alla
presenza nell’apice dei cerata presenti in gran
numero sul mantello di cnidosacchi contenenti
nematocisti urticanti di cui I’idroide & ricco.

Il modo in cui questi nematocisti possono
attraversare intatti il tratto intestinale di questi
nudibranchi ed essere localizzati nei cnidosacchi,
costituisce ancora oggi un mistero biologico.

ordine  Anaspidea
famiglia Aplysiidae
specie  Bursatella leachii

Bursatella leachii ¢é un Anaspidea di recente
immigrazione lessepsiana che ha incontrato
nell’area mediterranea condizioni particolarmen-
te favorevoli alla sua diffusione. Si tratta di due
specie oggi piuttosto comuni in acque di moda
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calma superficiali (entro i -30 m) sui fondi
detritici € sabbiosi con abbondante popolamen-
to algale

Dall’estratto butanolico e dalla ghiandola
digestiva di B. leachii ¢ stata isolata (CIMINO ET
AlL., 1987) la bursatellina -23-.

La bursatellina non si & mostrata attiva
sia nei saggi di ittiotossicitd che in quelli
antifeedant, per cui non ¢& ipotizzabile per
questo composto un ruolo nella difesa di questi
Anaspidea che si difendono dalla predazione me-
diante I’emissione di una secrezione violacea
(Foto n°12).

ordine Notaspidea
superfamiglia Umbraculoidea
famiglia Umbraculidae
specie Umbraculum
umbraculum

Umbraculum wmbraculum (=U. mediterra-
neum) ¢ il piu grande Notaspidea presente nell’a-
rea mediterranea potendo misurare oltre 20 cm di
lunghezza e superare 1 Kg di peso (Foto n°13) e
presenta sulla parte superiore del mantello una
conchiglia discoidale, sovente ricoperta di svaria-
ti organismi epibionti, che riesce a fornire una
blanda protezione alle branchie ed a parte degli
organi interni del mollusco.

Questa specie piuttosto rara vive fra - 10 e -50
m su fango e detrito nelle immediate vicinanze di
substrato roccioso.

Dal mantello di questa specie sono stati isolati
due 1,2-diacilgliceroli (CiMmNo ET Ar., 1988). Tali
composti denominati umbraculumina-A -24- ¢ -C
-25- si sono rivelati molto attivi nei saggi di ittio-
tossicita con alla concentrazione di 10 e 0,1 ppm
rispettivamente, mentre un altro inusuale com-
posto rinvenuto, I’'umbraculumina-B -26- si ¢ ri-
velato privo di tale attivita.

Va osservato che nel mantello di questo mo-
llusco sono abbondantemente presenti spicole
derivanti dalla suadieta abase di poriferi (Geo-
dia) e che conferiscono al tessuto una considere-
vole consistenza che costituisce un ulteriore strut-
tura di difesa.
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ordine  Cephalaspidea

superfamiglia ~ Bulloidea

famiglia Bullidae

specie  Bullastriata

superfamiglia ~ Haminoidea

famiglia Haminoeidae

specie  Haminoeahydatis
Haminoeanavicula
Haminoeaorbignyana

superfamiglia ~ Philinoidea

famiglia Aglajidae

specie  Philinopsisdepicta

famiglia Cylichnidae

specie Scaphanderlignarius

I gasteropodi dell’ordine Cephalaspidea di
seguito considerati vivono esclusivamente su subs-
trato fangoso e sabbioso fine ed & possibile incon-
trarli dalla zona intertidale fino ad oltre cento mt.

di profondita in aree di moda calma, preferenzial-
mente in baie molto protette ed in lagune salmas-
tre. Generalmente questi molluschi restano nas-
costi sotto il sedimento durante il giomo per poi
fuoriuscirne nelle ore notturne in cerca di cibo.

Caratteristica comune alla maggior parte delle
specie appartenenti a questo ordine & quella di
possedere una conchiglia assolutamente insuffi-
ciente, sia per dimensioni che per consistenza, a
contenere ’intero animale ed a garantire una
efficiente protezione meccanica che ¢ propria,
invece, di quasi tutte le conchiglie dei gasteropo-
di della sottoclasse Prosobranchia.

Fin qui abbiamo riportato alcuni allomoni che,
per le loro attivita, possono essere suddivisi es-
senzialmente in due categorie: ittiotossine e
composti antifeedant.

In letteratura ¢ riportato (FENICAL ET AL., 1979;
SLeePER E FENICAL, 1977; SLEEPER, PAUL E FENICAL,
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1980 ) che la specie Navanax (Aglaja) inermis , un
Cephalaspidea del Pacifico, quando ¢ molestato,
immette nella scia di muco rilasciata costante-
mente durante la reptazione delle molecole -27-,
-28-, -29- denominate navenoni-A, -B, -C, aventi
funzioni di feromoni d’allarme.

N. inenmis & un mollusco carnivoro che si ciba
di altri Cephalaspidea piti piccoli che riesce a lo-
calizzare seguendo le tracce di muco da questi
lasciate sul sedimento; prede abituali di questa
specie sono Bulla gouldiana ed Haminoea vires-
cens, tutti molluschi del Pacifico come N. iner-
mis. Parallelamente & noto (FasuLo, [zziLo E Vi-
LLANI, 1982) che nel Mediterraneo 1’opistobranco
Philinopsis depicta si ciba di altri Cephalaspidea
come Bulla striata ed Haminoea hydatis.

Da Bulla striata sono stati isolati dei metabo-
liti polipropionati (CIMINO, SODANO E SPINELLA,

1987), mentre si ¢ osservato in acquario che,
quando P. depicta si nutre di Haminoea navicula,
nella secrezione mucosa di colore giallo immessa
da Philinopsis nella propria scia di muco, sono
presenti due composti piridinici -30-, -31- stretta-
mente correlati al navenone-A rinvenuto in Nava-
nax inermis; si € inoltre stabilito che questi meta-
boliti derivano direttamente da Haminoea navi-
cula.

Da osservazioni notturne effettuate diretta-
mente nel loro habitat, si & potuto constatare che
Haminoea navicula segue la scia di muco rilas-
ciata da altri individui della stessa specie forman-
do frequentemente delle colonne di decine di in-
dividui che seguono costantemente la traccia del
primo mollusco che & in testa alla colonna e se
questo viene in qualche modo molestato, cambia
direzione (Foto n°14) e la seconda Haminoea, se-
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guendo la traccia della prima giunge nel punto in
cui questa ¢ stata molestata e cambia completa-
mente direzione e le Haminoea che sopraggiun-
gono seguono la seconda (Foto n°15) che diventa
cosi il nuovo capocolonna.

In seguito a queste osservazioni di campo, al
fine di verificare Vattivita come feromoni d’allar-
me dei metaboliti isolati da H. navicula sono
stati effettuati dei saggi in un acquario apposita-
mente costruito al fine di riprodurre fedelmente
le condizioni ambientali tipiche di Haminoea
navicula.

Soluzioni dei composti -30-, -31- sono stati
adsorbiti su 50 mg di sabbia e la sabbia cosi
trattata veniva deposta, con l'ausilio di una Pas-
teur, sulla scia di muco lusciata da una H. navicula
(CiviNo ET AL., 1991). Quando una seconda H. na-
vicula che seguiva la traccia della prima giunge-
va nel punto di immissione della sabbia trattata,
abbandonava rapidamente la prima scia per trac-
ciame una nuova. La quantita di composto occo-
mrente per indurre la reazione di fuga & di 0,3 mg
per il composto -30- e di 0,1 mg per il suo acetato
-31-.

Composti correlati strutturalmente a -30- ¢
-31- sono stati in seguito isolati dai Cephalaspidea
Haminoea hydatis ed Akera bullata, mentre dallo
Scaphander lignarius sono stati isolati (Cmvmo,
SPINELLA E Sobano, 1989b) due composti il ligna-
renone-A -32- ed il lignarenone-B -33- stretta-
mente correlati al navenone-B.

Per i metaboliti isolati dallo Scaphander lig-
narius non ¢ stato possibile saggiare I’attivita
come feromoni d’allarme in quanto questa specie
vive ad elevate profondita ed & quindi raccolta
mediante dragaggi, € con tale metodo di campio-
namento i molluschi arrivano molto stressati o
morti.

L’aver rinvenuto in varie specie di Cephalas-
pidea che potrebbero essere prede potenziali di
Navanax inermis  dei composti strettamente rela-
zionati ai navenoni-A e -B ha posto I’interrogati-
vo dell’origine biosintetica di questi composti.

Esperimenti di biosintesi in vivo (FENICAL Er
AL., 1979) condotti con acetato marcato su Nava-
nax inermis hanno rivelato livelli di incorpora-
zione nel navenone-A e -B troppo bassi per poter
stabilire con certezza che il V. inermis ¢ in grado
di biosintetizzare questi metaboliti. Comunque,

da un punto di vista biogenetico i navenoni-A -B
e -C cosi come -30- ¢ -31- ed il lignarenone-A - B
-32- e -33- potrebbero essere considerate come
delle acetogenine derivanti da acido nicotinico o
benzoico oppure p-idrossibenzoico.

ordine Saccoglossa
famiglia Oxynoidae
specie Oxynoe olivacea

Oxynoe olivacea ¢ un Saccoglossa di piccole
dimensioni (c.a. 5 cm di lunghezza) provvisto di
una fragile conchiglia bulliforme che protegge gli
organi interni e che appare parzialmente ricoperta
da due espansioni laterali del piede (parapodi).
Questa specie ¢ diffusa in tutto il Mediterraneo fra
i-2 edi-20 m su fondi detritici e si rinviene in
stretta associazione mutualistica (MARIN E Ros,
1988; ScHMEKEL E PORTMANN, 1982) con la
Cloroficea Caulerpa prolifera.

In letteratura ¢ riportato (LewN, 1970) che gli
opistobranchi del genere Oxynoe utilizzano una
serie di strategie per sottrarsi alla predazione.

Innanzitutto questi molluschi hanno una colo-
razione analoga alle cloroficee del genere Cauler-
pa su cui vivono (Foto n°16) ed appaiono quindi
perfettamente mimetizzati. Inoltre, se disturbati,
essi secernono un muco biancastro (Foto n°l7)
estremamente tossico ed in grado di dissuadere
vari predatori, incluso i pesci, dall’aggredirli. Se
ulteriormente molestati, infine, questi organismi
sono in grado di provocare spontaneamente 1’au-
totomia (Foto n°18) della parte posteriore del pie-
de (metapodio), che continua a secernere muco ed
a contrarsi visibilmente per alcuni minuti, disto-
gliendo cosi I’attenzione del predatore e consen-
tendo al mollusco di allontanarsi.

La rigenerazione della parte autotomizzata
avviene nell’arco di pochi giomi (Stamm, 1968;
WARMKE ED ALMODOVAR, 1972)

In letteratura & riportata I’ipotesi (DoTY ED
AGuLAR-SANTOS, 1970) che la tossicita della se-
crezione mucosa dei molluschi del genere Oxy-
noe € dovuta a sostanze di origine dietarica, pro-
babilmente derivanti dall’alimentazione di questi
organismi, che ¢ costituita dalle Cloroficee del
genere Caulerpa. Comunque non ¢ riportata alcu-
na caratterizzazione chimica € nessuna prova sicura
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